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Bescheinigung 

Herr Professor Dr. Walter S e b a I d in Wurzburg/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 

"Protein mit einem Heparin-bindenden Epitop" 

am 13. Februar 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 



Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 K und A 61 K der International Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 29. Februar 2000 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 




Aktenzeichen: 199 06 096.7 



PATENTANSPRUCHE 



1. Protein mit einem Heparin-bindenden Epitop be- 
stehend aus einem Protein aus der TGF-B Superfami- 
lie, die unter anderem TGF-B- und/oder BMP- 
und/oder GDF-Proteine enthalt, dadurch gekennzeich 
net, daB Aminosauren der Sequenz (x^^ x 2 x 3 x 4 x 5 
x 6 ) x _ 4 an das Protein aus der TGF-B Superf amilie 
angelagert sind, wobei entweder 

X x = K, R Oder H; X 2 = K, R oder H; X 3 = K, R, H, 
Oder keine AS; X 4 = kein K f R, H, sonst beliebige 
AS; X 5 = kein K, R, H, sonst beliebige oder keine 
AS; X 6 = kein K, R, H, sonst beliebige oder keine 
AS, Ox-4 bezeichnet, daB sich diese Sequenz ein- 
bis viermal wiederholen kann, bedeutet 

oder 

X ± = K, R oder H; X 2 = kein K, R, H, aber sonst be 
liebige AS; X 3 = K, R oder H; X 4 = kein K, R, H, 
sonst beliebige AS; X 5 = kein K, R, H, sonst belie 
bige oder keine hSf^fe - kein K, R, H, sonst belie 
bige oder keine AS, () 1-4 bezeichnet, daB sich 
diese Sequenz ein- bis viermal wiederholen kann, 
bedeutet . 



2. Protein nach Anspruch 1, dadurch g kennzeichnet 

daB die N-terminale Sequenz des Proteins aus der 
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TGF-3 Superfamilie ganz oder teilweise durch Amino 
sauren der Sequenz nach Anspruch 1 ersetzt ist. 

3. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 
dafi das Protein vor der N-terminalen Sequenz zu- 
satzliche Aminosauren der Sequenz M oder MX oder 
MXX enthalt. 

4 . Verwendung von Proteinen nach Anspruch 1 bis 3 , 
als Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet , da3 es 
zur Behandlung von Knochenschaden, Knorpelschaden 
und/oder zur Stimulierung des Knochenwachstums 
eingesetzt wird. 
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Protein mit einem Heparin-bindenden Epitop 



Die Erfindung bezieht sich auf ein Protein mit ei- 
nem Heparin-bindenden Epitop bestehend aus einem 
Protein aus der TGF-fl Superf amilie , die unter an- 
derem TGF-B- und/oder BMP- und/oder GDF-Proteine 
enthalt und einer Aminosauresequenz . 



Die Proteine der TGF-6 Superf amilie, die neben TGF- 

BMP- und GDF-Proteinen, Inhibine, Aktivine und 
weitere Proteine umfaBt (siehe Kingsley, 1994, Ge- 
nes Dev 8, 133-46), wirken als wichtige Regulatoren 
15 der Entwicklung und Dif f erenzierung von Zellen, Ge- 

weben und Organen im sich entwickelnden wie auch im 
erwachsenen Organismus (Reddi, 1998, Nat Biotechnol 
16, 247-52) . Dabei steht TGF fiir "transforming 
growth factor"; BMP fiir "bone morphogenetic 
2 0 protein" und GDF fiir "growth and dif f erentation 

factor". Von besonderer Bedeutung sind neben den 
TGF-fl's einzelne Vertreter der BMP's, wie BMP-2 und 
BMP-7/OP-1, und der GDF's, wie GDF-5/ CDMP-1 , die 
die Entwicklung und Regenerierung von Knochen und 
2 5 Knorpelgewebe in Gang setzen konnen. 

Die TGF-B Superfamilie umfaBt derzeit mehr als 20 
verschiedene Proteine, deren Aminosauresequenzen 
der umfangreichen Fachliteratur zu entnehmen sind 
30 (siehe Kingsley, 1994, Genes Dev 8, 133-46). Die 

Proteine bestehen aus zwei, durch eine Disulfid- 
brucke verkniipfte Polypeptidketten. Kennzeichnendes 
Merkmal aller bis jetzt strukturell untersuchten 
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Proteine dieser Familie ist das "TGF-B/BMP Geriist" 
(Griffith, 1996, Proc Natl Acad Sci U S A 93, 878- 
83), das in jedem Monomer aus einem "Cystinknoten" 
(Mc Donald and Hendrickson, 1993, Cell 73, 421-4) 
einer ct-Helix und mindestens vier B-Strangen 
besteht, und das eine besondere Anordnung der 
Monomeren zeigt. Besonders unterscheiden sich diese 
Proteine durch die AminosSuresequenzen in den 
Loopregionen sowie in den N-terminalen Sequenzen, 
soweit sie vor dem ersten Cystein des Cy- 
steinknotens liegen. 



Die Proteine der TGF-Superf amilie werden in der 
Zelle zuerst als groBe Proproteine synthetisiert, 

15 aus denen dann das reife Protein durch Proteolyse 

entsteht. Das Proprotein scheint nach einer RXXR 
Erkennungssequenz gespalten zu werden, so daB eine 
C-terminale Sequenz von etwa 100 bis 140 Resten, 
die das reife Protein represent iert, frei gesetzt 

20 wird. 

Die Proteine der TGF-B Superfamilie beeinflussen 
Zellen im Organismus, indem sie mit Rezeptoren an 
der Zelloberf lSche interagieren (Massague, 1998, 

25 Annu. Rev. Biochem. 67, 753-91). AuBer mit den fur 

die Funktion essentiellen Rezeptoren konnen Pro- 
teine der TGF-B SuBerfamilie mit anderen Proteinen 
interagieren. Beispielsweise ist bekannt, daB das 
Fetuin/ 2-HS Glykoprotein Proteine der TGF-6 Super- 

30 familie bindet, wobei diese Bindung mit der Bindung 

des Proteins an den Rezeptor kompetiert (M. Deme- 
triou et al., 1996, J Biol Chem 271, 12755-61). Da- 
durch kann die Aktivitat, d. h. die Entfaltung der 



Wirkung der Proteine durch Bindung an den Rezeptor, 
gehemmt werden. 



Der Nachteil der Proteine der TGF-G Superfamilie 
besteht darin, dafl sie nicht oder nur ungenugend an 
Heparin-ahnliche Strukturen der extrazellularen Ma- 
trix oder der Zelloberf lache ankoppeln, und so nur 
ungenugend am Ort ihrer ^P^^^3^ konzentriert 
und zuruckgehalten werden konnen. Diese Heparin- 
ahnlichen Strukturen treten in Glykosamino- 
glykanen, d. h. unter anderem in Heparansulf at , 
Chondroitinsulfat, Keratansulf at und Dermatansulf at 
auf , die als Bestandteil von Proteoglykanen weit 
verbreitet in der extrazellularen Matrix und auf 
der Zelloberf lache auf treten (Jackson, 1991, 
Phsiol. Rev 71, 481-539). 

Der Erfindung liegt das Problem zugrunde, die Pro- 
teine der TGF-6 Superfamilie so zu verandern, daft 
sie sich verstarkt an Heparin-ahnliche Strukturen 
anlagern konnen, und gleichzeitig die Bindung der 
Proteine an den zellularen Rezeptor nicht 
beeintrachtigt wird. 

Dieses Problem wird erf indungsgemaft dadurch gelost, 
daft an das Protein aus der TGF-ft Superfamilie zu- 
satzliche Aminosauren der Sequenz (x x x 2 x 3 x 4 x 5 
x 6 ) 1-4 angelagert werden. 

Der Kerngedanke der Erfindung besteht darin, die 
therapeutisch wirksamen Proteine der TGF-B Superfa- 
milie mit einem Heparin-bindenden Epitop zu verse- 
hen, wobei unter dem Begriff Heparin-bindendes 



Epitop zu verstehen ist, daB die zusatzliche Amino- 
saurensequenz ein f unktionelles Epitop bildet, das 
sich bevorzugt an Heparin oder Heparin-ahnliche 
Strukturen anlagert. Solche erf indungsgemaBen Pro- 
teine sind durch das Heparin-bindende Epitop in der 
Lage, sich an die Heparin-ahnliche Strukturen der 
Proteoglykane in der extrazellularen Matrix bzw. 
der Zelloberf lache anzulagern. Durch diese 
Anlagerung erfahren sie eine Lokalisierung und 
konnen am Ort ihre therapeutisch gewUnschte Wirkung 
entfalten. Dies ermoglicht die Einstellung einer 
optimalen Dosis bezuglich Konzentration und 
zeitlichem Verlauf des Einflusses der Proteine, 
sowie die ortliche Begrenzung der zellularen 
Wirkung und die Erhohung der Spezifitat der Wirkung 
der Proteine, Die Wirkungsweise des Heparin- 
bindenden Epitops besteht darin, daB die 
eingefiigten Aminosauren sich an die Heparin- 
ahnlichen Strukturen binden. Das genaue Prinzip der 
Bindung ist nicht bekannt. Es wird jedoch vermutet, 
daB eine elektrostatische Anziehung zwischen den 
negativ geladenen Gruppen der Heparin-ahnlichen 
Struktur und den positiv geladenen Gruppen in der 
zusatz lichen Aminosauresequenz bewirkt wird. Es ist 
aber auch moglich, daB bei dem sich anlagernden 
Heparin-bindenden Epitop die doppelt und/oder 
dreifach auf einanderf olgenden basischen Aminosauren 
ein komplementares Ladungsmuster zu den geladenen 
Gruppen in den Heparin-ahnlichen Strukturen 
ausbilden, so daB hier moglicherweise uber 
komplementar angeordnete Ladungen eine spezifische 
und kooperative Bindung zustande kommt (Mulloy, 
Biochem J r 293, 849-858). 



Als Aminosauresequenzen zur Bildung eines Heparin- 
bindenden Epitops werden zwei Formulierungen ange- 
geben, fiir die Patentschutz beantragt wird: 

< x l x 2 x 3 x 4 x 5 x 6>l-4 

dabei bedeutet X ± = K, R Oder H; X 2 = K, R Oder H; 
X 3 = K , R, H, Oder keine AS; X 4 = kein K, R, H, 
sonst beliebige AS; X 5 = kein K, R, H, sonst belie- 
bige Oder keine AS; X 6 = kein K, R, H, sonst belie- 
bige Oder keine AS. () 1-4 bezeichnet, daB sich 
diese Sequenz ein- bis viermal wiederholen kann, 

Oder 

(x x x 2 x 3 x 4 x 5 x 6 ) 1-4 

dabei bedeutet X ± = K, R Oder H; X 2 = kein K, R, H, 
aber sonst beliebige AS; X 3 = K, R Oder H; X 4 = 
kein K, R, H, sonst beliebige AS; X 5 = kein K, R, 
H, sonst beliebige oder keine AS; A 6 = kein K, R, 
H, sonst beliebige oder keine AS. () 1 _ 4 bezeichnet, 
daB sich diese Sequenz ein- bis viermal wiederholen 
kann, wobei zur Bezeichnung der Aminosauren der 
Einbuchstaben-Code verwendet wird und AS fiir Amino- 
saure steht. 

Die Herstellung eines erf indungsgemaBen Proteins 
mit einer zusatz lichen Aminosauresequenz stellt fur 
den Fachmann kein Problem dar und soli hier kurz 
beschrieben werden. Die Aminosauresequenz eines 
TGF-6 Proteins ist bekannt. Es ist also moglich, 
ein Polynukleotid herzuleiten, das dieses Protein 
kodiert. Das benotigte Polynukleotid kann entweder 
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vollkommen synthetisch hergestellt werden, es ist 
aber auch moglich, dieses aus der RNA einer Zelle, 
die das entsprechende Protein produziert, 
herzustellen. Die hierzu verwendeten gentechnolo- 
gischen Verfahren sind beispielsweise in "Current 
Protocols in Molecular Biology" (Verlag John Wiley 
and Sons, Kap. 15.4.1 bis 15.4.6.) beschrieben. Die 
Nukleotidsequenz, mit der die zusatzlichen Amino- 
sauren kodiert werden, kann entweder in dem 
vollstandig synthetischen Polynukleotid ^g^eits 
enthalten sein, oder beispielsweise durch eine 
synthetische doppelstrangige DNA mit Hilfe einer 
Kassetten-Mutagenese in das Polynukleotid einge- 
ftihrt werden. Die entsprechenden Methoden sind 
Stand der Technik. Die so erhaltenen Polynukleotide 
werden in einen Express ions vektor eingefugt und in 
geeignete E. coli Bakterien implantiert. Unter 



geeigneten Umgebungsbedingungen, d.h. Temperatur, 
Nahrlosung etc. produzieren die so transf ormierten 
Bakterien das gewunschte Protein. Das Protein kann 
anschlieBend z. B. mit 4 M Guanidiniumchlorid aus 
den Zellen gelost werden. Auch die Renaturierung 
bzw. die Reinigung des Proteins iiber chromato- 
graphische Techniken ist bekannt. Mit diesen 
Vorgehen wird also ein erf indungsgemaBes Protein 
erhalten. Auch die Weiterverarbeitung, sprich die 
Konf ektionierung zu einem geeigneten Arzneimittel , 
das in beliebiger Weise appliziert werden kann, 
stellt ftir den Fachmann kein Problem dar. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind Ge- 
genstand von Unteranspriichen. 
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Eine Cliche Ausgestaltung der Erfxndung besteht 
nun darin, die N-terminale Sequenz exnes Protexns 
der TGF-A Superf amilie, d.h. die Sequenz vor dem 
ersten Cystein des Cystinknotens , ganz pder 
teilweise durch eine erf indungsgemaAe Aminosaurese- 
quenz^Tersetzen. Dadurch erhalt das ^n^n- 
falls ein zusatzliches Heparin-bindendes Epxtop 
die N-terminale Sequenz fur die Rezeptorbxndung des 
Proteins nicht von entscheidender Bedeutung xst, 
kann sie durch eine entsprechende Aminosauren- 
sequenz ersetzt werden. Der Vorteil besteht darxn, 
da* das Molekulargewicht eines solchen Protexns 
nicht Oder nur geringfugig vom Molekulargewxcht des 
ursprunglichen Proteins abweicht, wohingegen bex 
. der bloBen Hinzufiigung von Aminosauren das 

Molekulargewicht des Proteins^eutlich gr65er wxrd. 

Zusatzlich zu der Aminosauresequenz , die ein Hepa- 
rin-bindendes Epitop darstellt, kann vor der N-ter- 
minalen Sequenz des Proteins eine weitere Folge von 
Aminosauren eingebaut werden .it der Sequenz M oder 
MX oder MXX, wobei X eine beliebige Aminosaure 
bedeutet. Diese zusatzlichen Aminosauren dxenen bex 
der ribosomalen Proteinsynthese in der Zelle als 
25 start signal. 

Die biologische Aktivitat der Proteine der TGF-6 
Super familie ist wohlbekannt (1. Reddi, Nat. Bxo- 
technol., 16, 247-252). Beispielsweise regen BMPs 
30 und GDFs die Neubildung und wiederherstellung des 

Knochen- und Knorpelgewebes an. Dadurch konnen sxe 
also als therapeutisches Mittel bei Krankheiten 
oder Schadigungen des Knochenapparates exngesetzt 
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werden. Durch ihre synthetisch hinzu^Ugefiigten 
Aminosauresequenzen lagern sie sich bevorzugt an 
die Heparin-ahnlichen Strukturen der extrazellu- 
laren Matrix an, wie sie innerhalb und in unmittel- 
barer Umgebung dieses Gewebetyps vorhanden sind. 
Dadurch konnen bei lokaler Applikation der 
veranderten Proteine im Organismus Knochen- und 
Knorpelbildende Zellen angeregt werden, an einem 
bestimmten Ort neues Knochen- und Knorpelgewebe 
aufzubauen. Die Konf ektionierung der mit Hilfe der 
Gentechnik hergestellten Proteine zu einem Arz- 
neimittel das "in vivo" in^iil^fEJ?®**^ a PP li- 
ziert wird, ist fur den Fachmann kein Problem und 
kann in vielfaltiger Art und Weise geschehen. 
Besonders seien hier die Erkrankungen und Defekte 
des Knochenapparates oder auch Schadigungen von 
Gelenkknorpeln erwahnt, fur die die modif izierten 
Proteine der TGF-ft Superfamilie als Arzneimittel 
verwendet werden sollen. 

Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile der Er- 
findung lassen sich dem nachf olgenden Beschrei- 
bungsteil entnehmen, in dem anhand von Zeichnungen 
ein AusfUhrungsbeispiel der Erfindung naher erlau- 
tert ist. Es zeigen: 

Pigur l: zeigt die strukturf ormeln von typischen 
Heparin-ahnlichen Strukturen, 

Figur 2: zeigt den zeitlichen Verlauf der Bindung 
verschiedener Proteine an Heparin, 

Figur 3: zeigt den zeitlichen Verlauf der Bindung 
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verschiedener Proteine an einen Rezeptor. 

An den in Figur 1 gezeigten Strukturf ormeln sind 
die negativ geladenen Gruppen, die an den Disaccha- 
rid-Einheiten auftreten, deutlich zu erkennen. Es 
handelt sich hierbei vor allem um Carboxylat- und 
Sulfat-Gruppen. An diesen Heparin-ahnlichen 
Strukturen lagern sich bevorzugt die zusatzlichen 
Aminosauresequenzen in den erf indungsgemafcen Pro- 
teinen an, da sie uber mehrere posit ivgeladene 
Gruppen verfligen. 

In Figur 2 ist der zeitliche Verlauf der Bindung 
von BMP-2, das eines der die Kochenbildung 
induzierenden "bone morphogenetic proteins" ist, an 
eine Heparin-ahnliche Struktur gezeigt. Im 
Vergleich dazu ist die Bindung zweier Protein- 
varianten (T3 und T4) , die mit einem Heparin- 
bindenden Epitop versehen sind, ebenfalls darge- 
stellt. Mit dem Heparin-bindenden Epitop ist also 
die Bindungsfahigkeit an eine Heparin-ahnliche 
Struktur mehr als verdoppelt und die Abdisso- 
ziierung des Proteins wird ebenfalls stark 
verzogert. Von entscheidender Bedeutung ist jedoch, 
daB die Rezeptorbindung des Proteins durch die 
zusatzliche Aminosaurensequenz nicht verandert 
wird. 

Um dies zu beurteilen, wurde sowohl die Bindung 
von BMP-2, das als Kontrolle dient, als auch die 
Bindung der mit einem Heparin-bindenden Epitop 
versehen Varianten (T3 und T4) an einen BMP- 
Rezeptor untersucht. Die MeBergebnisse des 
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zeitlichen Verlaufs der Bindung des Proteins und 
seiner Varianten an den Rezeptor sind in Figur 3 
wiedergegeben. Durch die Veranderung des Proteins 
wird die Bindung an den Rezeptor, sowohl was die 
Affinitat als auch was die Geschwindigkeit der 
Anlagerung betrifft, nicht beeinfluBt. Der 
entscheidende Befund besteht darin, daB die 
Rezeptorbindung unabhangig von der Bindung an die 
Heparin-ahnlichen Struktur erfolgt. 



- 13 - 



10 



15 



ZUSAMMENFAS SUNG 



Protein mit einem Heparin-bindenden Epitop 



Protein mit einem Heparin-bindenden Epitop beste- 

hend aus einem Protein aus der TGF-I3 Superf amilie , 

die unter anderem TGF-fc- und/oder BMP- und/oder 

GDF-Proteine enthalt und wobei Aminosauren der Se 

„ / v v v v Xc x,), /, an das Protein aus der 
quenz (yc-y x 2 x 3 x 4 x 5 x 6 j ^-4 

TGF-8 Superf amilie angelagert sind. 



- Figur 2 - 




Figur 2 
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